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Summary 
The molecular dynamics (MD) simulation of membrane proteins requires the set‐up 
of an accurate representation of lipid bilayers. This chapter describes the set‐up of a 
lipid bilayer system from scratch using generally available tools, starting with a 
definition of the lipid molecule POPE, generation of a lipid bilayer, energy 
minimisation, MD simulation and data analysis. The data analysis includes the 
calculation of area and volume per lipid, deuterium order parameters, self‐diffusion 
constant and the electron density profile.  
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1 INTRODUCTION 
Molecular simulations of membrane proteins require consideration of the lipid 
membrane environment. While molecular dynamics (MD) simulations with implicit 
membrane models have been used successfully (1), for higher accuracy explicit 
representation of the lipid bilayer is desirable. Furthermore, dependent on the 
research question, if lipid‐protein interactions are a subject of the study, an explicit 
representation of lipid molecules in unavoidable. Having decided on an explicit 
representation of lipids, further choice exists between coarse‐grained, united‐atom 
and all‐atom lipid models and force fields. In coarse‐grained forcefields (covered in 
chapter 7 of this book) several atoms are subsumed into one particle, for example in 
the MARTINI force field (2, 3) four carbon atoms of the aliphatic chain are subsumed 
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into one particle. All‐atom force fields usually provide the highest accuracy for the 
description of lipids and proteins. United‐atom force fields subsume non‐polar 
hydrogen atoms into their adjacent carbon‐atoms resulting in a moderate reduction 
of the number of particles, e.g. for a 1,2‐dipalmitoyl‐glycero‐3‐phosphocholine 
(DPPC) from 130 particles for the all‐atom model to 50 particles for the united‐atom 
model. United‐atom models of several lipids have been shown to reproduce the 
experimentally measured properties of lipid bilayers to reasonable accuracy (4, 5). 
Another consideration is the choice of force field for the protein, which is covered in 
chapter 3 of this book. As a general principle different force fields should not be 
mixed, but protein, lipid and possibly small organic molecules should be 
represented by the same force field. For practical reasons the choice of the force field 
is often based on the availability of the desired lipid model or topology for that 
particular force field.  
Once the decision for a particular force field and lipid model for the use in MD 
simulations of a membrane protein has been made, a simulation of  the lipid bilayer 
should be made and compared with experimental data. The membrane protein 
simulation may require a mixture of lipids in order to better represent the in‐vivo 
environment of a cell membrane, but unfortunately very few experimental data of 
mixed lipid membrane systems are available and virtually none of lipid membranes 
with proteins. The computational validation is, therefore, restricted to the individual 
components of the complete system to be investigated. 
In this chapter the set‐up and MD simulation of a 1‐palmitoyl‐2‐oleoyl‐sn‐glycero‐3‐
phosphoethanolamine (POPE) bilayer with the united‐atom force field GROMOS96 
54a7 (6) is described followed by analysis of the simulation and comparison with 
experimental data. The MD simulation uses the software Gromacs version 4.5 (7, 8). 
Similar procedures apply to other MD simulation software and/or force fields. 
  
2 METHODS 
2.1 Materials 
GROMACS version 4.5.3 or higher (8, 9) 
CHARMM‐GUI (http://www.charmm‐gui.org/) via web‐browser (10, 11) 
GROMOS96 54a7 force field (6, 12) obtained from the ‘Automated Topology Builder 
and Repository’ web‐site (http://compbio.chemistry.uq.edu.au/atb/) (13), move the 
folder gromos54a7.ff directly into share/top and Gromacs will recognise the 
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new force field automatically.  
Perl interpreter 
LINUX operating system 
8‐core computer workstation 
 
2.2 Lipid topology 
The first step is to obtain or develop a molecular topology for POPE using the 
desired force field, in this case GROMOS96 54a7. The molecular topology specifies 
the atom types, atom charges, bonds and angles between atoms. Predefined 
parameters from the force field are assigned to those atoms, bonds and angles, for 
example a predefined bond length and force constant. A good place to obtain lipid 
topologies for various force fields is Lipidbook (http://lipidbook.bioch.ox.ac.uk/) 
(14). For this chapter, we will use a new topology of POPE shown in figure 1 based 
on topologies developed in earlier work for the GROMOS96 53a6 force field (4).  
 
2.3 Lipid bilayer set up 
The starting coordinates of a lipid bilayer can be conveniently generated with the 
Membrane Builder of the CHARMM‐GUI (10, 11). 
1. Using a web‐browser go to http://www.charmm‐
gui.org/?doc=input/membrane_only&step=1 
2. Under point ‘3. Length of XY based on’ select ‘Numbers of lipid components’ 
3. Into the boxes next to POPE enter 64 for the number of lipids in upper leaflet 
and 64 for the lower leaflet. 
4. Click on ‘Next Step: Determine the system size’. 
5. An output box appears, with the progress of the calculation. On the next page 
counter ions can be added. Select ‘Add neutralizing ions’, which are zero 
numbers because POPE is neutral. Click on ‘Next Step’. 
6. Once the calculation has finished click on ‘Next Step: Assemble components’. 
7. When the calculation has finished, you are taken to the next page, which 
allows to download the coordinates of the water/lipid bilayer. Right click on 
‘step5_assembly.pdb’ and save it on your local computer for further 
equilibration with GROMACS (see Note 1). 
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2.4 Lipid bilayer equilibration 
The first step is the construction of a system topology (figure 2) and a parameter 
(mdp‐) file for energy minimisation (figure 3). Additionally the molecular topology 
(itp‐file) for POPE, ‘pope_gromos54a7.itp’ shown in figure 1 is required. The 
lipid bilayer obtained from the CHARMM GUI contains a large number of near 
atomic clashes, which would cause energy minimisation to fail. Therefore, we need 
to adopt a strategy that reduces the almost infinite energy from atomic clashes, by 
reducing the non‐bonded interactions to a very low value as well as setting the 
emstep value (in figure 3) very low. At the same time the number of energy 
minimisation steps is kept low (15 steps in figure 3) in order to avoid unusual 
distortions to the molecules, e.g. due to electrostatic attractions which are not 
compensated by van der Waals repulsions. 
1. A simulation box is defined around the system: 
ediconf –f step5_assembly.pdb –o step5_assembly.gro      
–d 0.0 
2. The coordinate file with simulation box, topology files and mdp‐file are put 
together into a binary simulation run file (tpr‐file) (see Note 2): 
grompp -f em1.mdp –c step5_assembly.gro –p system.top –pp 
processed.top –o run.tpr 
The file processed.top contains a complete topology of the system. 
3. The van der Waals interactions in the topology are then drastically reduced: 
RescaleNonBond.pl processed.top 0.005 > em1.top 
The Perl script RescaleNonBond.pl is shown in figure 4.  
4. The new topology em1.top is used to run the energy minimization. 
grompp -f em1.mdp –c step5_assembly.pdb –p em1.top –o 
run.tpr 
mdrun –s em1.tpr –c em1.gro -v 
5. Using em1.gro as the coordinate file instead of step5_assembly.gro (‐c 
option) the steps 2 to 4 above are repeated with increasing scale factors of 
0.05, 0.1 and 0.5. At the same time the number of energy minimisation steps in 
em1.mdp is increased to up to 40 steps. The exact value of the scale factors 
and number of energy minimisation steps is a matter of trial and error. 
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6. For the final energy minimization no rescaling of van der Waals interactions 
is used, the parameter emstep in figure 3 is set to 0.01 and the nsteps to 2000. 
This yields the file final_em.gro. 
Further equilibration could be performed, such as performing a short MD simulation 
with position restraints on the phosphorus atoms of the lipid molecules or MD 
simulations at constant volume (NVT‐ensemble). However, we did not find that 
necessary as lipids tend to self‐assemble into their equilibrium position during the 
MD simulation at constant pressure (NPT‐ensemble). For analysis of the equilibrium 
properties the first few 10th of nanoseconds of an NPT simulation can be discarded. 
 
2.5 MD simulation run 
The coordinate file of the final energy minimization can be directly used to run a 
long MD simulation over 100 ns in this example. The parameter file for this 
simulation is shown in figure 5. 
grompp -f md_100ns.mdp –c final_em.gro –p system.top          
–o run_100ns.tpr 
mdrun –s run_100ns.tpr –x run_100ns.xtc –e run_100ns.edr –g 
run_100ns.log –c after_100ns.gro –v –stepout 2000 
(see Note 3) 
The most important output files for further data analysis are the trajectory 
run_100ns.xtc and the energy file run_100ns.edr, which also contains the data about 
the system dimension. 
 
2.6 Data analysis 
Since this chapter is aimed at providing lipid membranes for membrane proteins, 
rather than investigating the properties of lipid bilayers in detail, the aim of the data 
analysis is to establish, if the simulation reproduces experimentally known 
parameters to reasonable accuracy. Typically the area per lipid and volume per lipid 
are compared with experiment; for POPE this is available from a study by Rappolt et 
al. (15). Deuterium order parameters and self‐diffusion constants are available for 
some lipids. If they are not available for the particular type of lipid, they may be 
compared with values from other lipids in order to check for errors in the topology 
or simulation.  
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2.6.1 Area and volume per lipid 
These observables are calculated from the size of the simulation box, which is 
usually arranged in a way that the z‐coordinate is perpendicular to the lipid bilayer 
plane. The area per lipid AL is then obtained by the area of the simulation box 
divided by the number of lipid molecules in one leaflet i.e. AL = sizex ∙ sizey / 64. 
The volume per lipid VL is obtained as:  
VL = (Vbox – Vwater)/128 = (sizex ∙ sizey ∙ sizez – Vwater) / 128 
The volume of water Vwater can be obtained by performing an MD simulation of a box 
of water molecules using the same MD parameters that were used for the lipid/water 
simulation. This was done and the volume of a water molecule was determined as 
(0.03058 ± 0.00008) nm3, leading to a total volume for 2560 water molecules (see 
figure 2) of Vwater = 78.28 nm3. 
The size of the simulation box along the trajectory is computed with g_energy: 
g_energy –f run_100ns.edr –s run_100ns.tpr –o box_XYZ.txt 
In the dialogue select ‘Box‐X’, Box‐Y’ and ‘Box‐Y’ by typing the corresponding 
numbers. The output file can be imported in a spreadsheet programme for 
calculating the area and volume per lipid as described above. For POPE the change 
of area and volume per lipid over the 100 ns trajectory is shown in figure 6. Averages 
are calculated for the last 70 ns of the trajectory (table 1) and show less than 5% 
deviation from experimental data. 
2.6.2 Lipid acyl chain order parameters 
Order parameters of the lipid acyl chains can be measured from solid‐state 
deuterium NMR spectra. The order parameter for a C‐D bond is directly calculated 
from the measured quadrupolar splittings. It is indicative of the average orientation 
of the C‐D vector with respect to the external magnetic field, normally the z‐axis in 
aligned lipid bilayers. In order to calculate the order parameter for a united‐atom 
force field, the C‐D bond vector is reconstructed automatically by the g_order tool of 
the Gromacs software. 
1. Prepare an index‐file sn1.ndx for  the sn1 lipid acyl chain that contains the 
atom numbers of each carbon at equivalent positions:  
[C34] 
34 86 138 … 
[C36] 
36 88 140 … 
[C37] 
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37 81 141 … 
…… 
[C50] 
For the sn2 lipid acyl chain, the order parameters must be calculated 
separately for the saturated and unsaturated carbons. The index file for the 
saturated carbons sn2.ndx contains all atoms:  
[C15] 
[C17] 
[C18] 
… 
[C31] 
[CA1] 
[CA2] 
 
The index file for the unsaturated carbons sn2_unsat.ndx contains index 
groups for the unsaturated carbons and the two neighbours on each side: 
[C23], [C24], [C25], [C26] 
 
The index groups are made interactively with: 
make_ndx –f after_100ns.gro –o sn1.ndx 
This opens an interactive session, in which you create index groups for each 
acyl chain atom using the add command: ‘a c34’, ‘a c36’, ‘a c37’  
and so on. Finally you delete the default groups: ‘del 0-5’ and ‘quit’. 
2. Calculate the order parameters over the last 70 ns of the simulation from the 
trajectory: 
g_order –f run_100ns.txt –s run_100ns.tpr –n sn1.ndx –od 
deuter_sn1.xvg  
– b 30000 
g_order –f run_100ns.txt –s run_100ns.tpr –n sn2.ndx –od 
deuter_sn2.xvg  
– b 30000 
g_order –f run_100ns.txt –s run_100ns.tpr –n 
sn2_unsat.ndx  
–od deuter_sn2unsat.xvg – b 30000 
3. Using a text editor replace the order parameters for the unsaturated carbons 
in deuter_sn2.xvg by the corresponding values from deuter_sn2unsat.xvg (see 
Note 4). 
2.6.3 Lateral self‐diffusion coefficient 
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1. An index file need to be prepared that contains all atoms numbers belonging 
to lipid molecules: 
make_ndx –f after_100ns.gro –o lipids.ndx 
One of the default index group should correspond to the lipid, e.g. ‘2 POPE’. 
Then you type ‘keep 2’ and ‘q’ for save and quit.  
2. The self‐diffusion coefficient can then be calculated with the g_msd tool. 
g_msd –f run_100ns.xtc –s run_100ns.tpr –n lipids.ndx  
–lateral z –mol diffusion.xvg –o msd.xvg –b 50000 
A value of (6.42±0.02) 10‐8 cm2/s is reported, which is in the right region for 
lipid diffusion. Note that only the last 50 ns of the trajectory were analysed in 
the example above due to computer memory limitations. 
2.6.4 Electron Density 
The electron density distribution in z‐direction (perpendicular to the membrane 
plane) is one of the best indicators of the experimental accuracy of a lipid membrane 
simulation, since it can be directly obtained from the inverse Fourier‐transformation 
of the small angle X‐ray scattering (SAXS) curve. Other parameters derived from 
SAXS experiments, such as area per lipid (see 2.6.1) require fitting of the SAXS 
curves to an electron density model of the lipid bilayer, in which the area per lipid is 
one of many free parameters. It is, therefore, preferable to compare the electron 
density distribution of the MD simulation directly with the electron density obtained 
from SAXS curves.  
1. A text file (electrons.dat) is required that contains the number of 
electrons associated with each atom in the structure, an extract of the file is 
shown in figure 7. 
2. The electron density averaged over the trajectory from 30 to 100 ns is then 
calculated with the g_density tool: 
g_density –f run_100ns.xtc –s run_100ns.tpr –ei 
electrons.dat –b 30000 –dens electron –d Z –symm –o 
e_density.xvg 
The option -d specifies the axis normal to the membrane and -symm 
symmetrizes the density around the axis; -symm should not be used for 
asymmetric bilayers. 
3. The electron density is contained in the file e_density.xvg and plotted in 
figure 8. 
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3 NOTES 
1. Clicking further on ‘Next Step’ provides us with the required input file to run 
CHARMM MD simulations to equilibrate the bilayer on the local computer. Since we 
want to use a different force field, we will continue the equilibration with Gromacs. 
2. The output of grompp usually contains many warnings about non‐matching atom 
names between coordinate file and topology. Grompp terminates with the fatal error 
of too many warnings. The warnings about non‐matching atom names can be safely 
ignored, but others should be inspected carefully. Then rerun grompp by setting the 
–maxwarn option. 
3. On a standard LINUX workstation the mdrun command would be run in the 
background: nohup mdrun … & 
The output produced by the mdrun command is then available in nohup.out. 
In a high‐performance cluster environment you need to consult the documentation 
about how to schedule and run jobs on the cluster. 
4. Note that if you specified N atoms in the index file, the order parameters are 
calculated for N‐2 atoms, no order parameter is calculated for the first and the last 
atom in the index file.  
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Tables: 
Table 1: Properties of the POPE lipid bilayer from simulations compared with 
experimental data 
  Simulation  Experiment 
area/lipid  (0.620 ± 0.008) nm2  0.6025 nm2 (15) 
volume/lipid  (1.135 ± 0.003) nm3  1.175 nm3 (15) 
self‐diffusion coefficient  (6.42 ± 0.02) 10‐8 cm2/s  8.87 10‐8 cm2/s (for POPC) (16) 
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Figure legends 
Figure 1: The complete topology of POPE in the GROMOS96 54a7 force field 
Figure 2: The topology of the whole lipid bilayer system composed of 128 POPE 
molecules and 2560 water molecules. The molecular topologies are read from itp‐
files via the #include commands. 
Figure 3: The parameters for initial energy minimisation. Note that the values for 
nsteps (normally thousands) and emstep (normally 0.1) are set very low in this 
example. 
Figure 4: The Perl‐script ScaleNonBond.pl to rescale the non‐bonding interactions of 
a GROMACS processed topology. 
Figure 5: The parameters that were used to run the 100 ns MD simulation of the lipid 
bilayer system. 
Figure 6: Area/lipid (black curve) and volume/lipid (grey curve) over the course of 
the 100 ns simulation. 
Figure 7: An extract of the file electrons.dat that specifies the number of 
electrons for each atom. The first line specifies the number of input lines, which are 
the sum of 52 lines for lipid atoms and 3 lines for water atoms. 
Figure 8: The electron density in electrons/nm3 along the z‐coordinate of the 
simulation box. 
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Fig. 1 
[ moleculetype ] 
; Name   nrexcl 
POPE     3 
 
[ atoms ] 
;   nr    type   resnr  residu    atom    cgnr        charge          mass 
     1     H         1    POPE      H1       0         0.3000   1.0080 ; qtot:0.3     
     2     H         1    POPE      H2       0         0.3000   1.0080 ; qtot:0.6 
     3     H         1    POPE      H3       0         0.3000   1.0008 ; qtot:0.9  
     4      NL       1    POPE      N4       0        -0.2      14.0067 ; qtot:0.7  
     5     CH2       1    POPE      C5       0         0.3      14.0270 ; qtot:1.0  
     6     CH2       1    POPE      C6       1         0.4      14.0270 ; qtot:1.0  
     7      OA       1    POPE      O7       1        -0.8      15.9994 ; qtot:0.54  
     8       P       1    POPE      P8       1         1.7      30.9738 ; qtot:2.3  
     9      OM       1    POPE      O9       1        -0.8      15.9994 ; qtot:1.5  
    10      OM       1    POPE     O10       1        -0.8      15.9994 ; qtot:0.7  
    11      OA       1    POPE     O11       1        -0.7      15.9994 ; qtot:0  
    12     CH2       1    POPE     C12       2         0.4      14.0270 ; qtot:0.08  
    13     CH1       1    POPE     C13       2         0.3      13.0190 ; qtot:0.52  
    14      OE       1    POPE     O14       2        -0.7      15.9994 ; qtot:-0.14  
    15       C       1    POPE     C15       2         0.7      12.0110 ; qtot:0.56  
    16       O       1    POPE     O16       2        -0.7      15.9994 ; qtot:0.0  
    17     CH2       1    POPE     C17       3             0    14.0270 ; qtot:  
    18     CH2       1    POPE     C18       4             0    14.0270 ; qtot:  
    19     CH2       1    POPE     C19       5             0    14.0270 ; qtot:  
    20     CH2       1    POPE     C20       6             0    14.0270 ; qtot:  
    21     CH2       1    POPE     C21       7             0    14.0270 ; qtot:  
    22     CH2       1    POPE     C22       8             0    14.0270 ; qtot:  
    23     CH2       1    POPE     C23       9             0    14.0270 ; qtot:  
    24     CR1       1    POPE     C24      10             0    13.0190 ; qtot:  
    25     CR1       1    POPE     C25      11             0    13.0190 ; qtot:  
    26     CH2       1    POPE     C26      12             0    14.0270 ; qtot:  
    27     CH2       1    POPE     C27      13             0    14.0270 ; qtot:  
    28     CH2       1    POPE     C28      14             0    14.0270 ; qtot:  
    29     CH2       1    POPE     C29      15             0    14.0270 ; qtot:  
    30     CH2       1    POPE     C30      16             0    14.0270 ; qtot:  
    31     CH2       1    POPE     C31      17             0    14.0270 ; qtot:  
    32     CH2       1    POPE     C32      18         0.5      14.0270 ; qtot:  
    33      OE       1    POPE     O33      18        -0.7      15.9994 ; qtot: 
    34       C       1    POPE     C34      18         0.8      12.0110 ; qtot:  
    35       O       1    POPE     O35      18        -0.6      15.9994 ; qtot:  
    36     CH2       1    POPE     C36      19             0    14.0270 ; qtot:  
    37     CH2       1    POPE     C37      20             0    14.0270 ; qtot:  
    38     CH2       1    POPE     C38      21             0    14.0270 ; qtot:  
    39     CH2       1    POPE     C39      22             0    14.0270 ; qtot:  
    40     CH2       1    POPE     C40      23             0    14.0270 ; qtot:  
    41     CH2       1    POPE     C41      24             0    14.0270 ; qtot:  
    42     CH2       1    POPE     C42      25             0    14.0270 ; qtot:  
    43     CH2       1    POPE     C43      26             0    14.0270 ; qtot:  
    44     CH2       1    POPE     C44      27             0    14.0270 ; qtot:  
    45     CH2       1    POPE     C45      28             0    14.0270 ; qtot:  
    46     CH2       1    POPE     C46      29             0    14.0270 ; qtot:  
    47     CH2       1    POPE     C47      30             0    14.0270 ; qtot:  
    48     CH2       1    POPE     C48      31             0    14.0270 ; qtot:  
    49     CH2       1    POPE     C49      32             0    14.0270 ; qtot:  
    50     CH3       1    POPE     C50      33             0    15.0350 ; qtot:  
    51     CH2       1    POPE     CA1      34             0    14.0270 ; tail2 
    52     CH3       1    POPE     CA2      35             0    15.0350; tail2 
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Fig 1. (continued) 
[ bonds ] 
;      ai      aj    funct 
       4       5       2     gb_21 
       5       6       2     gb_27 
       6       7       2     gb_18 
       7       8       2     gb_28 
       8       9       2     gb_24 
       8      10       2     gb_24 
       8      11       2     gb_28 
      11      12       2     gb_18 
      12      13       2     gb_27 
      13      14       2     gb_18 
      13      32       2     gb_27 
      14      15       2     gb_10 
      15      16       2     gb_5 
      15      17       2     gb_23 
      17      18       2     gb_27 
      18      19       2     gb_27 
      19      20       2     gb_27 
      20      21       2     gb_27 
      21      22       2     gb_27 
      22      23       2     gb_27 
      23      24       2     gb_27 
      24      25       2     gb_10 
      25      26       2     gb_27 
      26      27       2     gb_27 
      27      28       2     gb_27 
      28      29       2     gb_27 
      29      30       2     gb_27 
      30      31       2     gb_27 
      31      51       2     gb_27 
      51      52       2     gb_27 
      32      33       2     gb_18 
      33      34       2     gb_10 
      34      35       2     gb_5 
      34      36       2     gb_23 
      36      37       2     gb_27 
      37      38       2     gb_27 
      38      39       2     gb_27 
      39      40       2     gb_27 
              40      41       2     gb_27 
              41      42       2     gb_27 
              42      43       2     gb_27 
              43      44       2     gb_27 
              44      45       2     gb_27 
             45      46       2     gb_27 
             46      47       2     gb_27 
             47      48       2     gb_27 
             48      49       2     gb_27 
             49      50       2     gb_27 
               1       4       2     gb_2    ;H‐N bond type 
               2       4       2     gb_2 
               3       4       2     gb_2 
 
References 
 
16 
 
 
Fig. 1 (continued) 
[ pairs ] 
;  ai    aj funct 
    1     6     1  
    2     6     1  
    3     6     1  
    4     7     1  
    5     8     1  
    6     9     1  
    6    10     1  
    6    11     1  
    7    12     1  
    8    13     1  
    9    12     1  
   10    12     1  
   11    14     1  
   11    32     1  
   12    15     1  
   12    33     1  
   13    16     1  
   13    17     1  
   13    34     1  
   14    18     1  
   14    33     1  
   15    19     1  
   15    32     1  
   16    18     1  
   22    25     1    ; pair around double bond  
   24    27     1    ; pair around double bond  
   32    35     1  
   32    36     1  
   33    37     1  
   34    38     1  
   35    37     1  
 
[ angles ] 
;  ai    aj    ak funct 
       4       5       6       2     ga_15 
       5       6       7       2     ga_15 
       6       7       8       2     ga_26 
       7       8       9       2     ga_14 
       7       8      10       2     ga_14 
       7       8      11       2     ga_5 
       8      11      12       2     ga_26 
       9       8      10       2     ga_29 
       9       8      11       2     ga_14 
      10       8      11       2     ga_14 
      11      12      13       2     ga_15 
      12      13      14       2     ga_13 
      12      13      32       2     ga_13 
      13      14      15       2     ga_22 
      13      32      33       2     ga_15 
      14      13      32       2     ga_13 
      14      15      16       2     ga_31 
      14      15      17       2     ga_16 
      15      17      18       2     ga_15 
      16      15      17       2     ga_35 
      17      18      19       2     ga_15 
      18      19      20       2     ga_15 
      19      20      21       2     ga_15 
20 21 22 2 ga 15
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Fig. 1 (continued) 
      21      22      23       2     ga_15 
      22      23      24       2     ga_15 
      23      24      25       2     ga_27 ;double bond 
      24      25      26       2     ga_27 ; double bond 
      25      26      27       2     ga_15 
      26      27      28       2     ga_15 
      27      28      29       2     ga_15 
      28      29      30       2     ga_15 
      29      30      31       2     ga_15 
      30      31      51       2     ga_15 
      31      51      52       2     ga_15 
      32      33      34       2     ga_22 
      33      34      35       2     ga_31 
      33      34      36       2     ga_16 
      34      36      37       2     ga_15 
      35      34      36       2     ga_35 
      36      37      38       2     ga_15 
      37      38      39       2     ga_15 
      38      39      40       2     ga_15 
      39      40      41       2     ga_15 
      40      41      42       2     ga_15 
      41      42      43       2     ga_15 
      42      43      44       2     ga_15 
      43      44      45       2     ga_15 
      44      45      46       2     ga_15 
      45      46      47       2     ga_15 
      46      47      48       2     ga_15 
      47      48      49       2     ga_15 
      48      49      50       2     ga_15 
       1       4       2       2     ga_10   
       2       4       3       2     ga_10 
       3       4       1       2     ga_10 
       1       4       5       2     ga_11 
       2       4       5       2     ga_11 
       3       4       5       2     ga_11 
 
[ dihedrals ] 
;  ai    aj    ak    al funct   phi0     cp     mult 
    1     4     5     6     1    gd_29 
    4     5     6     7     1    gd_4 
    4     5     6     7     1    gd_36 
    5     6     7     8     1    gd_29 
    6     7     8    11     1    gd_20 
    6     7     8    11     1    gd_27 
    7     8    11    12     1    gd_20 
    7     8    11    12     1    gd_27 
    8    11    12    13     1    gd_29 
   11    12    13    14     1    gd_34 
   11    12    13    32     1    gd_34 
   11    12    13    32     1    gd_17  
   12    13    32    33     1    gd_34 
   12    13    32    33     1    gd_17  
   12    13    14    15     1    gd_29 
   13    32    33    34     1    gd_29 
   13    14    15    17     1    gd_13 
   14    13    32    33     1    gd_18 
   14    15    17    18     1    gd_40 
   15    17    18    19     1    gd_34 
   17    18    19    20     1    gd_34 
   18    19    20    21     1    gd_34  
   19    20    21    22     1    gd_34  
   20    21    22    23     1    gd_34  
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Fig. 1 (final) 
   21    22    23    24     1    0      3.350     1 
   21    22    23    24     1    180    1.660     2 
   21    22    23    24     1    0      7.333     3 
   22    23    24    25     3    2.885  4.17  7.8  4.4  0.0  0.0 
   24    25    26    27     3    2.885  4.17  7.8  4.4  0.0  0.0 
   25    26    27    28     1    0      3.350     1  
   25    26    27    28     1    180    1.660     2 
   25    26    27    28     1    0      7.333     3 
   26    27    28    29     1    gd_34 
   27    28    29    30     1    gd_34 
   28    29    30    31     1    gd_34 
   29    30    31    51     1    gd_34 
   30    31    51    52     1    gd_34  
   13    32    33    34     1    gd_29 
   32    33    34    36     1    gd_13 
   33    34    36    37     1    gd_40 
   34    36    37    38     1    gd_34 
   36    37    38    39     1    gd_34  
   37    38    39    40     1    gd_34 
   38    39    40    41     1    gd_34  
   39    40    41    42     1    gd_34  
   40    41    42    43     1    gd_34  
   41    42    43    44     1    gd_34  
   42    43    44    45     1    gd_34 
   43    44    45    46     1    gd_34 
   44    45    46    47     1    gd_34 
   45    46    47    48     1    gd_34 
   46    47    48    49     1    gd_34 
   47    48    49    50     1    gd_34 
 
[ dihedrals ] 
;  ai    aj    ak    al funct 
      13      14      32      12       2    gi_2 
      15      14      17      16       2    gi_1 
      34      33      36      35       2    gi_1 
      23      24      25      26       2    gi_1 ; double bond 
 
#ifdef POSRES_LIPID 
#include "lipid_posre.itp" 
#endif 
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Fig. 2: system.top 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3: em1.mdp 
 
#include "gromos54a7.ff/forcefield.itp" 
#include "pope_gromos54a7.itp" 
#include "spc.itp" 
 
[ system ] 
; Name 
128 POPE + water 
 
[ molecules ] 
; Compound        #mols 
POPE  128 
SOL  2560 
integrator               = steep 
nsteps        = 15 
emstep        = 0.001 
emtol         = 200.0 
nstcgsteep        = 10 
 
nstlist                  = 1 
ns_type                  = grid 
pbc                      = xyz 
rlist                    = 1.0 
 
coulombtype              = PME 
rcoulomb-switch          = 0 
rcoulomb                 = 1.0 
 
vdw-type                 = Cut-off 
rvdw-switch              = 0 
rvdw                     = 1.4 
DispCorr                 = EnerPres 
 
fourierspacing           = 0.12 
pme_order                = 4 
ewald_rtol               = 1e-05 
ewald_geometry           = 3d 
epsilon_surface          = 0 
optimize_fft             = yes 
 
constraints              = none 
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Fig. 4 
 
#!/usr/bin/perl 
 
# scale the Lennard-Jones parameters of [atomtypes], [nonbond_params] and  
# [pairtypes] in a Gromacs processed topology by a factor 
# useage: ScaleNonBond.pl <gromacs_processed_topology> <scaling_factor> 
# (c) A. Kukol, University of Hertfordshire, 2013  
 
$file = $ARGV[0]; 
$factor = $ARGV[1]; 
open(IN,"$file") || die "cannot open file: $file"; 
 
$nonbond_section=0; 
$pairtype_section=0; 
$atomtype_section=0; 
while(<IN>){  
  $in = $_; 
  if ($in =~ /^.+ atomtypes .+/) {$atomtype_section = 1} 
  if ($in =~ /^.+nonbond_params.+/) {$nonbond_section = 1; $atomtype_section=0} 
  if ($in =~ /^.+ pairtypes .+/) {$pairtype_section = 1; $nonbond_section=0} 
 
  if ($nonbond_section == 1 && $in =~ /^\s+\S+\s+\S+\s+\S+\s+(\S+)\s+(\S+)/) { 
    $c6 = $1; 
    $c12 = $2; 
    $c6_new = $c6 * $factor; $c12_new = $c12 * $factor; 
    $in =~ s/$c6/$c6_new/; 
    $in =~ s/$c12/$c12_new/; 
  } 
 
  if ($pairtype_section == 1 && $in =~ /^\s+\S+\s+\S+\s+\S+\s+(\S+)\s+(\S+)/) { 
    $c6 = $1; 
    $c12 = $2; 
    $c6_new = $c6 * $factor; $c12_new = $c12 * $factor; 
    $in =~ s/$c6/$c6_new/; 
    $in =~ s/$c12/$c12_new/; 
  } 
   
  if ($atomtype_section == 1 && $in =~ 
/^\s*\S+\s+\S+\s+\S+\s+\S+\s+\S+\s+(\S+)\s+(\S+)/) { 
    $c6 = $1; 
    $c12 = $2; 
    $c6_new = $c6 * $factor; $c12_new = $c12 * $factor; 
    $in =~ s/$c6/$c6_new/; 
    $in =~ s/$c12/$c12_new/; 
  } 
 
  print $in; 
  if ($in =~ /^; Table 2\.5\.2\.1/) {$pairtype_section = 0} 
} 
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Fig. 5 
 
integrator               = md 
tinit                    = 0 
dt                       = 0.002 
nsteps                   = 50000000 ; 100 ns 
comm-mode                = Linear 
nstcomm                  = 10 
comm-grps                = POPE SOL 
nstcalcenergy             = 10 
 
nstxout                  = 1000000 
nstvout                  = 1000000 
nstfout                  = 1000000 
nstlog                   = 25000 
nstenergy                = 25000 
nstxtcout                = 25000 
xtc-precision            = 1000 
energygrps               = POPE SOL 
 
nstlist                  = 10 
ns_type                  = grid 
pbc                      = xyz 
rlist                    = 0.9 
 
coulombtype              = PME 
rcoulomb-switch          = 0 
rcoulomb                 = 0.9 
vdw-type                 = Cut-off 
rvdw-switch              = 0 
rvdw                     = 1.4 
DispCorr                 = EnerPres 
fourierspacing           = 0.12 
pme_order                = 4 
ewald_rtol               = 1e-05 
ewald_geometry           = 3d 
epsilon_surface          = 0 
optimize_fft             = yes 
 
tcoupl                   = v-rescale 
tc-grps                  = POPE SOL 
tau_t                    = 0.1  0.1 
ref_t                    = 298  298 
Pcoupl                   = Berendsen 
Pcoupltype               = semiisotropic 
tau_p                    = 2.0  2.0 
compressibility          = 4.5e-5  4.5e-5 
ref_p                    = 1.0  1.0 
 
gen_vel                  = yes 
gen_temp                 = 20 
gen_seed                 = 168473 
 
constraints              = all-bonds 
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Fig. 6 
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Fig. 7 
55 
 H1 = 1  
 H2 = 1 
 H3 = 1 
 N4 = 7 
 C5 = 8 
 C6 = 8 
 O7 = 8 
 P8 = 15 
 O9 = 8 
O10 = 8 
O11 = 8 
C12 = 8 
C13 = 7 
O14 = 8 
C15 = 6 
O16 = 8 
C17 = 8  
C18 = 8  
C19 = 8 
... 
... 
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Fig. 8  
